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技术 方法 
RAM-HPLC 在 线 富 集 技术 检测 脑 辱 液 中 利 福 平 的 浓度 
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摘要 :目的 建立 大 体积 直接 进 样 的 限 进 性 液 相 色谱 (RAM-HPLC) 法 ,实现 脑 消 液 样品 的 在 线 直 接 进 样 富 集 并 检测 脑 消 液 中 的 
利 福 平 。 方 法 以 自制 限 进 性 填料 柱 为 前 处 理 柱 ,Luna Cs 为 分 析 柱 ,前 处 理 流动 相 为 水 一 甲醇 (95:5, V/V) ,流速 为 1 mL/min, 分 
析 流 动 相 为 甲醇 - 乙 且 -10 mmol/L 乙 酸 铵 溶液 (60:5:35, V/V/V) , 柱 温 为 25 ,检测 波长 为 254 nm。 结 果 选择 100 uL 为 进 样 体 
积 ,其 峰 面积 是 进 样 量 为 20 pL 时 的 5.33 倍 ,有 效 提高 了 HPLC 的 检测 灵敏 度 。 利 福 平 在 0.25~8 pg/mL 的 浓度 范围 内 浓度 和 峰 
而 积 具有 良好 的 线性 关系 (r=0.9997) , LOD 和 LOQ 分 别 为 0.07 pg/mL 和 0.25 ng/mL, 日 内 日 间 精 密度 均 小 于 5%, 低 中 高 3 个 深 
度 下 的 空白 加 样 回收 率 为 87.69%~102.11% ,测定 给 药 ( 剂 量 为 10 mg/kg)2h 后 的 人 脑脊液 中 利 福 平 浓 度 为 0.29 ng/mL。 结 论 
该 方法 简单 快速 ,适用 于 脑 疹 液 中 利 福 平 的 富 集 检测 ,满足 临床 个 体 化 用 药 指 导 。 

关键 词 :大 体积 直接 进 样 ; 限 进 性 填料 ;高 效 液 相 色谱 ; 利 福 平 ; 脑 消 液 
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Abstract: Objective To establish a method for detecting rifampicin in human cerebrospinal fluid (CSF) with restricted access 
media coupled with high-performance liquid chromatography that allows online direct sample injection and enrichment. 
Methods We used the column of restricted access media as the pre-treatment column and a C18 column as the analytical 
column. The mobile phase of pre-treatment column was water-methanol (95: 5, V/V) and the flow rate was 1 mL/min; the 
mobile phase of the analytical column was methanol-acetonitrile-10 mmol/L ammonuium acetate (volume ratio of 60: 5: 35). 
The detection wavelength was 254 nm and the column temperature was set at 25 °C. Results For an injection volume of 100 
uL, the peak area of rifampicin was 5.33 times that for an injection volume of 20 uL, and the limit of detection was effectively 
improved. The calibration curve showed an excellent linear relationship (r-0.9997) between rifampicin concentrations and 
peak areas within the concentration range of 0.25 to 8 ug/mL in CSF. The limits of detection and quantification was 0.07 ug/mL 
and 0.25 ug/mL, respecetively, with intra-day and inter-day assay precisions and relative standard deviation (RSD%) all below 
5%. The recoveries of rifampicin at 3 blank spiked levels (low, medium, and high) ranged from 87.69% to 102.1176. In patients 
taking oral rifampicin at the dose of 10 mg/kg, the average rifampicin concentration was 0.29 in the CSF at 2 h after medication. 
Conclusion The method we established is simple and fast for detecting rifampicin in CSF and allows direct online injection 
and enrichment with good detection precisions and accuracies. 

Key words: large volumn direct injection; restricted access media; high performance liquid; rifampicin; cerebrospinal fluid 


结核 病 是 一 种 由 结核 分 校 杆菌 引起 的 传染 病 ", 目 。 SU ZHETAOTANEOQ C , 它 是 利 福 霉 素 半 合 成 品 的 结 

前 仍 是 危害 人 类 健康 的 大 问题 ,每 年 大 约 有 近 两 百 万 的 。” 构 类 似 物 ,通过 抑制 细菌 的 RNA 酶 来 杀 死 结核 分 枝 杆 
人 死 于 结核 病 , 是 致死 率 最 高 的 传染 病 。 临 床上 利 福 平 ” 菌 ,其 杀菌 能 力 与 利 福 平 在 病灶 区 的 浓度 有 关 , 但 是 因 
为 利 福 平 有 很 多 副作用 (如 : 肝 毒 性 过敏 性 皮疹 恶心 、 

收 稿 日 期 :2015-04-12 免疫 障 得 等 ) ,所 以 ,监测 生物 体液 中 利 福 平 的 浓度 具有 
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人 层 色谱 法 "高 效 液 相 色谱 法 "(HPLC) , 液 相 色 谱 质 
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163.com; 郭 优 民 ,教授 在 耗 时 、 费 力 损失 样品 的 缺点 ,因此 ,建立 一 种 简单 快 
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EPE PAE RERI IN TERR DEI o 
为 了 解决 这 个 问题 ,一 种 新 的 以 限 进 性 填料 一 ” 
(RAM) 为 固定 相 的 预 处 理 柱 已 被 应 用 , 限 进 性 填料 的 
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平 对 照 品 溶液 。 
精密 称 取 0.0100 g 卡 马 西平 对 照 品 置 于 10 mL 的 
容量 瓶 中 ,加 甲醇 稀释 至 刻度 , 摇 匀 , 配 成 1 mg/mL 的 卡 


性 质 可 以 总 结 如 下 :外 表面 键 合 有 亲 水 性 基 团 ,避免 蛋 
白质 在 柱子 表面 的 吸附 ,蛋白 质 等 大 分 子 物质 因 外 表面 
的 分 子 排 阻 功 能 而 无 法 进入 内 表面 并 被 预 处 理 流动 相 
洗 脱 ,而 内 表面 键 合 有 功能 性 基 团 , 只 有 小 分 子 的 物质 
可 以 进入 内 表面 并 与 这 些 基 团 相互 作用 而 保留 。 尽 管 
这 一 方法 可 以 实现 生物 样品 的 直接 进 样 ,但 由 于 生物 体 
液 中 的 药物 浓度 较 低 ,常规 进 样 还 不 能 完全 满足 生物 体 
液 的 测定 要 求 ,Li 对 大 体积 进 样 (LV 了 I 进行 了 探索 实 
验 。 本 文 拟 通 过 大 体积 进 样 ,结合 限 进 性 填料 柱 的 富 集 
性 能 ,并 通过 柱 切 换 技术 使 这 一 过 程 在 线 进 行 ,探索 建 
立 一 种 能 够 提高 高 效 液 相 色 谱 灵 敏 度 ,降低 检测 限 的 在 
线 RAM-HPLC 对 脑 疹 液 的 测定 方法 。 该 研究 可 用 于 
临床 脑 消 液 中 利 福 平 的 测定 ,进行 临床 的 合理 用 药 。 


1 材料 与 方法 
1.1 药品 与 试剂 

利 福 平和 卡 马 西平 (内 标 物 ) 的 对 照 品 均 购 自 于 中 
国生 物 制品 检定 所 ( 利 福 平 130496-200702, 卡 马 西平 
100142-201105) , EC E85 MET), HERZ, 
Ey erat CUu) EETA RAS dit : 120319) , 灭 
菌 水 (四 川 科 伦 药 业 股份 有 限 公司 , 批 号 :H20044405)。 
1.2 实验 器 材 

柱 切 换 -高 效 液 相 色谱 系统 :两 个 LC-6A X, 
SPD-6AV 紫外 检测 器 .CTO-6A 柱 温 箱 ( 日 本 岛 津 公 
H]),200 uL 进 样 环 (日 本 岛 津 公司 ),7725i 进 样 阀 ( 美 国 
Rheodyne 公 司 ),7000 型 切换 阀 (美国 Rheodyne 公 司 )， 
色谱 信号 由 SCL-6A fallas CH A TRA Rum. E 
径 为 47 mm, 1L1$ X 0.45 um 的 流动 相 过 滤 膜 (中 国 
Do-Chrom) ,超声 波 清洗 器 (天 津 奥 特 赛 恩 思 仪器 有 限 
公司 ) , TGL-16B 型 离心 机 (上 海安 亭 科学 仪 右 厂 ) ， 
AE-240 型 电子 天 平 ( 上 海 梅 特 勒 - 托 利多 ), 限 进 性 填料 
柱 (4.6 mmx45 mm,5 hum; 实验 室 自 制 ), 分 析 柱 (Luna 
Cis,4.6 mmx250 mm,5 hum; 美国 Phenomenex 公 司 )。 
1.3 色谱 条 件 

前 处 理 柱 为 自制 限 进 性 填料 柱 王 (4.6x45 mm, 
5 hm; 实验 室 自制 ) ,分 析 柱 为 (Luna C18,4.6x250 mm, 
5 um) ;前 处 理 流 动 相 为 水 -甲醇 (95:S/Y: 六 ,分析 流动 
THFPS- 7, :5-10 mmol/L Z.BEEZEI(60:5:35/V:V:V), 
流速 均 为 1 mL/min, 进 样 体积 :100 pL, 柱 温 25 7C ,检测 
波长 为 254 nm。 
1.4 对 照 品 溶液 
精密 称 取 0.0100 g 利 福 平 对 照 品 置 于 10 mL 的 容 
量 瓶 中 ,加 甲醇 稀释 至 刻度 , 摇 匀 , 配 成 1 mg/mL 的 利 福 


马 西 平 的 对 照 品 溶液 ,并 稀释 成 250 hg/mL 的 卡 马 西平 
内 标 溶液 。 
1.5 样品 处 理 

脑脊液 由 兰州 军区 兰州 总 医院 神经 外 科 提 供 。 该 
患者 为 肺结核 病人 ,临床 使 用 三 联 疗法 进行 抗 结核 治 
疗 , 脑 脊 液 收集 之 前 与 患者 签署 了 知情 同意 书 。 有 脑脊液 
5000 r/min 速率 下 离心 5 min, 吸 取 上 清 液 在 -20 CF 
冻 保 存 。 使 用 前 在 室温 下 融 解 。 
1.6 在 线 进 样 过 程 

实验 流程 按 文 献 L16]。 进 样 时 ,切换 阀 RAM 柱 与 分 
析 柱 呈 并 联 状态 , 脑 峭 液 样 品 经 RAM 柱 并 由 前 处 理 流 
动 相 洗 脱 除去 蛋白 质 等 大 分 子 物质 ,小 分 子 的 利 福 平 保 
留 并 富 集 在 RAM 柱 上 ,然后 将 切换 阀 切 换 ,此 时 ,RAM 
柱 与 分 析 柱 呈 串 联 状态 ,分 析 流 动 相 将 保留 在 RAM 柱 
上 的 利 福 平 洗 脱 至 分 析 柱 ,经 检测 器 检测 。 分 析 完 毕 
后 ,将 阀 切 换 至 初始 位 置 ,使 预 处 理 流动 相 和 分 析 流 动 
相 分 别 平衡 预 处 理 柱 和 分 析 柱 5 min, 以 便 下 次 进 样 。 


2 结果 
2.1 方法 的 专属 性 

在 本 实验 条 件 下 对 空白 脑 疹 液 . 空 白 脑 疹 液 加 对 照 
品 给 药 后 脑脊液 样品 的 色谱 图 进行 比较 (图 1)。 结 果 
表明 ,检测 波长 为 254 nm 时 ,内 标 卡 马 西平 的 出 峰 时 间 
是 8.60 min, 利 福 平 的 出 峰 时 间 为 10.29 min, 且 其 出 峰 
处 没有 杂 峰 干扰 ,适合 脑 痊 液 中 利 福 平 的 在 线 富 集 检测 。 
22 最 佳 进 样 体积 
a 制 质量 浓度 为 2 pg/mL 的 利 福 平 脑脊液 对 照 品 
溶液 ,以 不 同体 积 (20.60、100、140、180 hL) 进 样 , 以 峰 
面积 对 进 样 体积 作 图 ,考察 峰 面积 与 进 样 体积 之 间 的 关 
系 (图 2)。 

结果 表明 , 进 样 体积 在 140 pL 以 内 时 , 峰 面积 随 着 
进 样 体积 的 增加 而 增加 , 当 进 样 体积 大 于 140 pL BS , ii 
面积 不 再 随 进 样 体积 的 增加 而 增加 ,说 明 当 进入 RAM 
柱 内 的 样品 中 所 含 的 蛋白 质 超过 RAM 的 承载 量 时 ， 
RAM 的 富 集 能 力 就 会 受到 影响 ,考虑 到 对 RAM 柱 的 保 
护 和 脑脊液 样品 的 采样 量 ,选择 100 uL 为 最 佳 进 样 体积 。 
2.3 最 佳 进 样 体积 下 的 富 集 可 行 性 

为 了 证 明 RAM 柱 对 脑 状 液 中 的 利 福 平 能 起 到 有 
效 的 富 集 作 用 , 即 不 同 进 样 体积 下 的 峰 面积 之 比 与 进 样 
体积 之 比 应 该 一 致 ,本 研究 配制 了 质量 浓度 为 2 ng/mL 
的 利 福 平 脑 着 液 溶液 ,考察 了 最 住 进 样 体积 100 pL 与 
常规 进 样 体积 20 uL 的 峰 面 积 之 比 ,每 个 进 样 体积 重复 
5 次 。 
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图 1 利 福 平 及 内 标 色谱 图 

Fig.1 Chromatograms of rifampicin and internal standard. A: Blank cerebrospinal fluid; B: Blank cerebrospinal 
fluid spiked with rifampicin and internal standard; C: Cerebrospinal fluid after administration of spiked 
internal standard.Peak 1: Carbamazepine; 2: Rifampicin. 


16 0 000g ni tcc pid 样 体积 差 5 倍 , 则 所 得 峰 面积 也 应 相差 5 倍 ,根据 表 1 中 


12 000 000| — R^0.9977 的 平均 峰 面积 数值 计算 , 进 样 体积 为 100 uL 时 的 峰 面 

g | 积 是 进 样 体积 为 20 hnL 的 5$.33 倍 ,与 5 倍 的 理论 值 接近 ， 
E RAM 结果 表明 , 进 样 100 pL IRE RAM-HPLC XTR nf] 
4000000| 福 平 的 在 线 富 集 是 可 行 的 , 且 富 集 后 峰 形 良好 ,有 效 提 
; A 3 高 了 HPLC 的 检测 灵敏 度 e ACE CEU HR e 408 


20 60 100 140 180 - 检测 。 


Injection volume (uL) n" . 

图 2 进 样 体积 与 峰 面积 的 关系 rp. 

Fig.2 Relationship between injection volume and peak area. 配制 质量 浓度 分 别 为 0.25、0.5、1、2、4、8 Hg/mL 

的 利 福 平 脑 誉 液 对 照 品 溶液 , 均 加 入 5 pL 的 内 标 溶 

液 (250 hg/mL -F 25 PEPA REUS IEHIRO , 涡 旋 30 s, E 

图 3 是 进 样 体积 为 20 uL Æ 100 pL 时 的 色谱 图 ,图 。 ”5000 r/min 速率 下 离心 5 min, 精 密 吸取 上 清 100 uL E 

3A 中 利 福 平 的 峰 是 一 个 微小 的 吸收 峰 ,图 3B 中 利 福 平 ” 样 ,以 峰 面 积 Y 对 利 福 平 脑 峭 液 浓度 X(ng/mL) 绘 制 
的 峰 是 1 个 尖锐 的 吸收 峰 , 由 此 看 见 ,RAM 柱 对 脑 疹 液 。 ”标准 曲线 ,所 得 标准 曲线 线性 关系 良好 ,线性 方程 式 为 
中 的 利 福 平 具有 富 集 作用 。 理 论 上 ,同一 浓度 的 样品 进 。 Y=1.0827X-0.1623 (r=0.9993) , LOD 和 LOQ 分 别 为 


j! 
^ 
A 
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图 3 不 同 进 样 体积 的 色谱 峰 
Fig.3 Chromatogram of different injection volumes of 2 ug/mL rifampicin. A: 20 uL; 
B: 100 uL. Peak 1: Rifampicin. 


3&1 进 样 体积 为 100 uL 5:20 kL 的 峰 面积 之 比 


Tab.1 Peak area ratio with injection volumes of 100 uL and 20 uL 


Injection volume(uL) Concentration(ug/mL) Average peak area(n-5) RSD^96(n-5) Ratio(n-5) 


20 2 1844272 3.77 533 


100 9834368 3.21 
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0.07 hg/mL 和 0.25hg/mL。 

3.5 精密 度 及 回收 率 

配制 质量 浓度 分 别 为 0.5.2.4 ng/mL 的 利 福 平 脑 
痊 液 对 照 品 溶液 ,加 入 5 pL 的 内 标 溶液 (250 pg/mL, 卡 
马 西 平 对 照 品 溶液 ), 涡 旋 30 s,5000 r/min 速率 下 离心 
5 min 后 , 进 样 100 uL,1 d 内 重复 测定 6 次 ,连续 测定 3 


表 2 日 内 日 间 精 密度 及 空白 回收 率 
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日 ,计算 日 内 及 日 间 精 密度 。 回 收 率 考 察 了 低 中 高 
(0.5.2、.4 hg/mL)3 个 浓度 下 的 空白 加 样 回收 率 , 样 品 处 
理 方法 同上 ,每 个 浓度 重复 测定 5 次 ,计算 回收 率 。 结 
果 如 表 2 所 示 , 日 内 日 间 精 密度 均 在 5% 以 内 ,空白 加 样 
回收 率 在 99.98%~113.66% 之 间 ,符合 生物 样品 测定 方 
法 的 要 求 。 


Tab.2 Precisions and blank recoveries for rifampicin in cerebrospinal fluid 


RSD% 


Blank recoveries% RSD% 
Concentration ( ug/mL) Intra-day Inter-day 
(n=6) (n=3) (n=5) (n- 5) 
0.5 4.10 3.92 113.66 4.25 
2 3.84 3.56 106.11 2.42 
4 3.19 2.07 99.98 3.31 


3.6 常温 放置 稳定 性 
配制 质量 浓度 为 2 ug/mL 的 利 福 平 脑 崔 液 对 照 品 
溶液 ,加 入 5 kL 的 内 标 溶液 (250 pg/mL, 卡 马 西 平 对 照 
品 溶液 ), 涡 旋 30 s,5000 r/min 速率 下 离心 5 min, FE 
温 下 放置 0.2.4.8、12.24 h 进 行 测定 , 进 样 体积 为 100 uL, 
计算 其 RSD 为 4.45%, 表 明 脑 疹 液 样品 在 室温 24h 内 
稳定 性 良好 。 
3.7 冻 融 稳定 性 

配制 质量 浓度 为 2 ug/mL 的 利 福 平 脑 疹 液 对 照 品 
溶液 ,加 入 5 gL 的 内 标 溶液 (250 pg/mL, 卡 马 西 平 对 照 
品 溶液 ) , 涡 旋 30 s, 5000 r/min 速率 下 离心 5 min, 
在 -20 CC 下 反复 冻 融 72 h, 计 算 其 RSD 为 4.12% ,表明 
脑 兰 液 样品 的 冻 融 稳定 性 恨 好 。 
3.8 脑 养 液 中 利 福 平 的 测定 

用 本 实验 建立 的 RAM-HPLC 法 测定 给 药 (给 药剂 
量 为 10 mg/kg)2 hE BARAR OREWA MEK 
州 总 医院 神经 外 科 提 供 ) 中 的 利 福 平 浓度 ,其 浓度 为 
0.29 hg/mL。 


3 讨论 

柱 切 换 RAM-HPLC 色 谱 法 检测 生物 样品 时 , 问 预 
处 理 流动 相 中 加 入 少量 的 甲醇 和 乙 且 是 非常 重要 的 ， 
为 少量 的 有 机 试剂 能 够 对 药物 与 血浆 蛋白 的 解 离 起 到 
一 定 的 作用 ,从 而 增强 了 RAM 柱 的 茜 取 选择 性 ,提高 样 
品 回收 率 。 由 于 乙 且 比 甲醇 更 容易 造成 蛋白 的 沉淀 ,所 
以 选择 甲醇 更 加 安全 有 效 ,然而 ,高 浓度 的 甲醇 也 会 造 
成 蛋白 沉淀 ,导致 回收 率 降 低 ,RAM 柱 和 分 析 柱 堵塞 变 
性 。 为 了 避免 蛋白 沉淀 ,前 处 理 流 动 相 中 的 甲醇 浓度 要 


小 于 20%(om) , Liu 等 "对 禁 取 流动 相 中 的 甲醇 浓度 进 
行 了 考察 ,发 现 甲 醇 浓 度 为 10% 时 的 信号 比 甲醇 浓度 
为 5% 的 信号 稍微 高 一 些 , 但 是 甲醇 浓度 为 10% 时 ,前 
处 理 柱 的 寿命 会 因为 蛋白 沉淀 而 急剧 缩短 ,因此 5% 的 
甲醇 浓度 最 好 ,本 实验 结果 与 文献 报道 一 致 。 如 果 增 加 
流动 相 中 有 机 相 甲 醇 的 比例 ,将 减弱 蛋白 和 药物 之 间 的 
琉 水 性 作用 ,导致 蛋白 质 共 沉淀 ,堵塞 前 处 理 柱 ; 同 时， 
由 于 利 福 平 血浆 蛋白 结合 率 高 ,游离 态 的 利 福 平 在 血浆 
样品 中 的 浓度 低 , 如 果 增 加 流动 相 的 比例 ,会 造成 利 福 
平 的 损失 。 所 以 在 本 实验 中 ,认真 选择 了 前 处 理 柱 中 流 
动 相 的 甲醇 比例 ,选择 前 处 理 流动 相 为 水 -甲醇 (95:5,V/ 
站 ,前 处 理 流动 相 中 的 甲醇 在 一 定 程度 上 能 够 使 利 福 平 
与 血浆 蛋白 解 离 ,并 被 RAM 柱 保留 富 集 ,有 效 地 防止 对 
样品 造成 大 量 损 失 , 因 此 ,有 机 相 甲 醇 比 例 的 控制 是 建 
立方 法 的 关键 ,可 提高 检测 的 灵敏 度 。 本 实验 所 建立 的 
RAM-HPLC 法 在 线 富 集 检测 血浆 中 的 利 福 平 方法 ,以 
5% 的 甲醇 为 有 机 相 的 浓度 ,从 而 提高 HPLC 对 利 福 平 
的 检测 灵敏 度 ,达到 了 实验 目的 。 

在 1 mL/min 到 2 mL/min 的 区 间 内 考察 前 处 理 流 
动 相 的 流速 对 样品 分 析 的 影响 ,色谱 峰 面 积 的 响应 值 在 
1 mL/min 时 较 高 ,大 于 1 mL/min 时 ,色谱 峰 面 积 的 响应 
值 下 降 , 这 是 因为 流速 增加 ,纵向 扩散 减少 ,溶质 在 柱 中 
分 布 相对 更 加 集中 ,使 得 脑脊液 中 的 利 福 平 与 限 进 性 填 
料 互 相 作 用 不 够 充分 ,脑脊液 中 的 利 福 平 没 有 很 好 地 被 
保留 在 前 处 理 柱 上 ,而 被 流动 相 冲 出 ,脑脊液 的 浓度 降 
低 ,相应 值 降 低 。 同 时 ,流速 增加 会 使 拖 尾 峰 更 拖 尾 , 伸 
舌 峰 更 伸 舌 的 现象 。 而 当 流 速 小 于 1 mL/min 时 ,整个 
分 析 时 间 会 被 延长 。 综 合 分 离 时 间 和 灵敏 度 两 者 的 关 
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系 , 确 定 前 处 理 流动 相 的 流速 为 1 mL/min。 从 本 实验 
可 以 看 出 ,对 影响 实验 的 每 一 个 因素 进行 考察 ,将 直接 
影响 实验 获得 最 佳 灵敏 度 。 

为 了 能 使 RAM 柱 有 效 除 去 脑 崔 液 中 的 蛋白 质 ,并 
将 保留 在 RAM 柱 上 的 利 福 平 洗 脱 至 分 析 柱 分 析 , 合 适 
的 切换 时 间 就 显得 很 重要 ,切换 时 间 过 短 ,无 法 有 效 除 
去 脑 疹 液 中 的 蛋白 等 大 分 子 物质 ,导致 切 换 后 残留 的 蛋 
白质 被 分 析 流 动 相 沉淀 ,对 RAM 柱 与 分 析 柱 造成 堵塞 
而 切换 时 间 过 长 ,会 导致 整个 分 析 时 间 变 长 ,还 可 能 造 
成 色谱 峰 拖 尾 , 待 测 物 损失 等 问题 。 所 以 将 RAM 柱 直 
接 与 检测 器 连接 ,波长 设 为 280 nm( 蛋 白质 的 紫外 吸收 
波长 ), 当 前 处 理 流动 相 的 流速 为 1 mL/min 时 ,100 uL 
的 脑脊液 在 5 min 内 完成 除 蛋 白 的 过 程 ,所 以 确定 切换 
时 间 为 5 mino 

限 进 性 填料 由 内 表面 和 外 表面 构成 ,外 表面 具有 分 
子 排 阻 和 亲 水 性 质 , 能 够 阻碍 生物 大 分 子 进 入 内 表面 ， 
而 外 表面 的 亲 水 性 质 又 不 会 使 生物 大 分 子 在 外 表面 上 
吸附 沉积 ,最 终 ,这 些 生物 大 分 子 被 预 处 理 流动 相 洗 脱 ， 
达到 除 蛋白 的 作用 ;RAM 的 内 表面 只 有 小 分 子 物质 可 
以 进入 ,并 通过 与 内 表面 上 键 合 的 配 体 相 互 作用 而 保留 
或 富 集 , 相 比 于 蛋白 沉淀 法 ,RAM 处 理 生物 样品 时 ,对 
药物 的 选择 性 大 大 提高 '”"。 限 进 性 填料 能 够 除去 脑 峭 
液 中 的 蛋白 质 等 大 分 子 物质 并 富 集 其 中 的 利 福 平 ,由 于 
色谱 柱 有 一 定 的 承载 量 , 当 进 入 RAM 柱 的 样品 所 含 蛋 
白 等 大 分 子 物质 达到 一 定量 时 ,样品 中 的 小 分 子 物质 利 
福 平 不 能 与 RAM 充分 接触 ,从 而 影响 了 RAM 对 脑 贿 
液 的 纯化 及 富 集 能 力 , 但 是 由 于 不 同 的 生物 体液 不 同 所 
含 蛋 白质 的 量 也 不 同 ,所 以 能 够 达到 的 最 大 进 样 体积 不 
同 。 本 实验 考虑 到 对 RAM 的 保护 及 脑脊液 含有 的 蛋白 
的 含量 不 同 ,最 终 优 化 选择 100 uL 为 进 样 体积 ,相关 运 
用 RAM 柱 对 脑 疹 液 的 分 析 测 定 , 未 见 文献 报道 。 

本 文 以 实验 室 自制 RAM 柱 为 前 处 理 柱 ,建立 
RAM-HPLC 法 ,采用 实验 室 常规 的 高 效 液 相 色谱 仪 , 通 
过 大 体积 进 样 的 方式 考察 RAM 对 脑脊液 中 利 福 平 药 物 
的 富 集 能 力 ,结果 表明 RAM 富 集 能 力 良好 ,但 是 , 进 样 
体积 增 大 , 柱 压 也 随 之 增 大 ,所 以 考虑 到 对 色谱 柱 的 保 
护 及 生物 体液 的 采样 量 ,我 们 选择 100 uL 为 脑 状 液 的 
最 佳 进 样 体 积 ,并 考察 了 此 进 样 体积 下 ,RAM 对 利 福 平 
药物 的 富 集 能 力 , 相 比 于 进 样 体积 为 20 uL EST ES UAE rg 
积 ,最 佳 进 样 体 积 下 的 峰 面积 分 别 增 大 了 5.33 倍 ,因此 ， 
在 最 佳 进 样 体 积 下 ,RAM 对 脑 消 液 中 利 福 平 药物 的 富 
集 是 可 行 的 ,有 效 提高 了 HPLC 的 检测 灵敏 度 , 晶 分 离 
在 15 min 完 成 ,实验 中 发 现 自制 RAM 柱 对 药物 的 保留 
能 力 有 差异 ,所 以 本 文 考察 了 流动 相 中 强 洗 脱 溶剂 的 体 
积 百分数 ,流动 相 pH, 离 子 浓度 对 药物 在 RAM 柱 上 保 
留 的 影响 ,结果 表明 :实验 室 自制 RAM 柱 对 小 分 子 药物 
的 保留 主要 是 基于 玻 水 作用 ,所 以 适用 于 分 析 玻 水 性 强 
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的 物质 ,符合 反 相 液 相 色谱 的 性 质 ,此 外 , 氢 键 .静电 作 
用 等 分 子 间作 用 力也 参与 药物 的 保留 过 程 ,但 不 是 影响 
RAM 对 药物 保留 的 主要 作用 。 通 过 柱 温 对 药物 在 
RAM 柱 上 保留 的 影响 ,从 热力 学 角度 阐述 了 小 分 子 药 
物 在 RAM 柱 上 的 保留 是 放 热 过 程 ,低温 有 利于 保留 ,而 
且 药 物 在 RAM 柱 上 的 保留 过 程 是 自发 的 , 则 其 保留 能 
力 强 ,反之 , 则 保留 能 力 差 。 对 自制 RAM 柱 保留 机 理 的 
研究 有 利于 我 们 更 加 合理 有 效 的 使 用 RAM 柱 ,并 能 对 
后 续 RAM 的 合成 提供 一 定 的 依据 。 

本 文 建立 的 RAM-HPLC 法 能 够 实现 脑 兰 液 的 在 
线 直接 进 样 并 能 富 集 脑脊液 中 的 利 福 平 ,结果 表明 , 进 
样 量 为 100 pL 时 , 利 福 平 的 峰 面 积 是 进 样 量 为 20 pL 时 
峰 面 积 的 5.33 倍 ,与 进 样 体积 之 比 相 近 , 说 明 进 样 量 为 
100 kL 时 ,RAM 对 脑 疹 液 中 利 福 平 的 富 集 可 行 , 且 富 集 
后 峰 形 良好 ,有 效 提高 了 HPLC 的 检测 灵敏 度 。 本 方法 
简单 快速 ,方法 学 考察 结果 满足 生物 样品 测定 要 求 , 能 
够 成 功 应 用 于 脑 珍 液 中 利 福 平 浓度 的 检测 , 测 得 给 药 
(给 药剂 量 为 10 mg/kg)2h 后 的 人 脑 疹 液 中 利 福 平 浓度 
为 0.29 ng/mL ,为 脑脊液 中 药物 的 测定 提供 了 一 种 简单 
有 效 的 方法 可 指导 临床 合理 用 药 。 
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